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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
ALD NEtOH  monolit z aldehidno kemijsko skupino 
C11H13N3O  1-fenil-2,3-dimetil-4-amino-5-pirazolon 
C6H5OH  fenol 
C7H6N4O  karbonildiimidazol  
CDI MEOH  monolit s karbonildiimidazolno kemijsko skupino v metanolu 
CDI NEtOH monolit s karbonildiimidazolno kemijsko skupino v nedenaturiranem   
etanolu 
CDI  karbonildiimidazol 
CRD angl. carbohydrate recognition domain - ogljikohidratna prepoznavna 
domena 
DEAE  dietil-amino-etil 
dH2O  deionizirana voda 
DNA  angl. deoxyribonucleic acid - deoksiribonukleinska kislina (DNK) 
E  encim 
EPOXY  monolit z epoksidno kemijsko skupino 
ES  kompleks encim-substrat 
ET  celokupno število molov/molekul encima na nosilcu 
FAD  flavin adenin dinukleotid 
FADH2  reducirana oblika FAD; hidrokinon 
GMA-EDMA  glicidil metakrilat-koetilen dimetakrilat 
H2O2  vodikov peroksid 
H2SO4  žveplova (IV) kislina 
hAT  humani antitrombin 
HCl  klorovodikova kislina 
HPLC angl. high performance liquid chromatography - tekočinska 
kromatografija visoke ločljivosti 
IAC angl. immunoaffinity chromatography - imunoafinitetna 
kromatografija 
IMAC angl. immobilized metal affinity chromatography - kovinska   
afinitetna kromatografija 
K3PO4  kalijev fosfat 
kcat konstanta pretvorbe kompleksa encim-substrat v encim in produkt; 
pretvorbeno število 
kDa  kilodalton 
kf  konstanta reakcijske hitrosti za nastanek kompleksa encim-substrat 
Km  afinitetna konstanta 
kr  konstanta reakcijske hitrosti za razpad kompleksa encim-substrat 
mAU  ang. milli-absorbance units - miliabsorpcijske enote 
Na3C6H5O7  natrijev citrat trihidrat 
NaIO4  natrijev perjodat 
NaOH  natrijev hidroksid 
P  produkt 
pI  angl. isoelectric point - izoelektrična točka 
S  substrat 
X 
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vi  hitrost encimske reakcije 
vmax  maksimalna hitrost encimske reakcije 
β-D-C6H12O6  β-D-glukoza 
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1     UVOD 
Monolitni nosilci že od odkritja igrajo pomembno vlogo v afinitetni kromatografiji z 
imobiliziranimi ligandi in v ionsko-izmenjevalni kromatografiji (Josić in sod., 1998). V 
kromatografiji so se izkazali kot obetavni na različnih področjih, ki se ukvarjajo s 
separacijo različnih spojin. Njihova struktura omogoča ogromno različnih modifikacij, s 
katerimi lahko izboljšamo specifičnost ločbe. Za določen eksperiment izdelamo monolitni 
nosilec, ki je po velikosti, razporeditvi por in stopnji poroznosti najprimernejši. Ravno zato 
jih uporabljajo ne le v analitiki, pač pa tudi pri postopkih odstranjevanja neželenih primesi 
od bioloških makromolekul, npr. pri plazmidni DNA in virusih (Andrejčič in sod., 2017).  
Z afinitetno kromatografijo ločujemo biološke komponente na podlagi specifičnih reakcij 
med ligandom in tarčno molekulo. Ligand imobiliziramo na nosilec, na slednjega pa 
nanesemo vzorec s tarčno molekulo, ki se veže nanj. Če je ligand dovolj specifičen, ločba 
omogoča odstranjevanje nečistot v enem samem koraku. Zaradi svoje preprostosti in 
cenovne ugodnosti v zadnjih letih to metodo ločevanja uporabljajo tudi pri izdelavi in 
testiranju cepiv (Zhao in sod., 2018; Benčina, 2001).  
Na nosilce lahko imobiliziramo tudi encime. Te proteinske molekule kovalentno 
imobiliziramo na nosilec tako, da kemijska skupina na nosilcu reagira z ustrezno reaktivno 
skupino na aminokislini, ki se nahaja na površju encima. Imobilizirani encimi nato na 
svoja aktivna mesta vežejo substrat in s tem katalizirajo njegovo reakcijo pretvorbe. 
Nastane produkt, ki ga lahko zaznamo na različne načine.  Eden najpogostejših je merjenje 
absorbance svetlobe pri določeni valovni dolžini, ki nam da posredno informacijo o tem, 
kakšna je hitrost encimske reakcije ter kako učinkovita je vezava med encimom in 
substratom (Podgornik in sod., 2013).  
1.1 CILJ RAZISKOVALNE NALOGE 
Cilj magistrskega dela je bil izračunati hitrost encimskih reakcij, afinitetno konstanto in 
pretvorbeno število encima glukoze oksidaze ter primerjati dobljene rezultate med nosilci z 
različnimi kemijskimi skupinami.  
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
Delovne hipoteze magistrske naloge, ki smo jih postavili pred začetkom eksperimentalnega 
dela, so bile: 
 Encim glukozo oksidazo lahko kovalentno vežemo na monolitne nosilce z 
različnimi kemijskimi skupinami 
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 Kljub vezavi na monolitne nosilce bo glukoza oksidaza ohranila svojo biološko 
aktivnost 
 Aktivnost glukoze oksidaze bo odvisna od vrste kemijske skupine, uporabljene za 
imobilizacijo na monolitni nosilec 
 Uporaba različnih koncentracij glukozne raztopine nam bo omogočila določitev 
encimske kinetike na monolitnih nosilcih 
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2     PREGLED OBJAV 
2.1 AFINITETNA KROMATOGRAFIJA 
Afinitetna kromatografija je edina separacijska tehnika, ki ob vezavi na specifične ligande 
omogoča odstranjevanje nečistot in ločbo večine bioloških molekul na podlagi njihovih 
bioloških značilnosti in kemijske strukture. Je tudi najselektivnejša in vsestransko 
uporabljena vrsta tekočinske kromatografije, ki deluje na podlagi vezave med biološko 
molekulo in njej ustreznim ligandom, npr. med hormonom in receptorjem, encimom in 
substratom, ali protitelesom in antigenom. Specifika reakcije izhaja iz vezave afinitetnega 
liganda (npr. encima) na trden nosilec, kar predstavlja stacionarno fazo. Ligandu specifična 
biološka molekula, ki jo želimo izločiti iz kompleksne mešanice analita, je raztopljena v 
mobilni fazi. Biološka molekula se iz mobilne faze adsorbira na stacionarno fazo, medtem 
ko preostanek kompleksne mešanice (analita) po mobilni fazi teče dalje. Adsorpcija 
biološke molekule lahko poteče le v ustreznih pogojih, zato so primerna temperatura, pH, 
hitrost pretoka in kompozicija kompleksne mešanice ključnega pomena. Ko skozi 
stacionarno fazo pošljemo vso kompleksno mešanico, spremenimo sestavo mobilne faze z 
reagentom, ki sproži elucijo biološke molekule (jo desorbira s stacionarne faze) - večinoma 
so to posebni eluacijski pufri. Vrsta elucije je odvisna od tipa interakcij med biološko 
molekulo in ligandom. Tako v mobilni fazi dobimo ciljno biološko molekulo brez primesi, 
po spiranju pa lahko ločbo izvajamo na novem vzorcu (Arora in sod., 2016; Sahu in sod., 
2018). 
Zaradi naraščajočih potreb po učinkovitih in aseptičnih ločbah čedalje večjega števila 
analitov raste zanimanje za novosti na področju afinitetne kromatografije. Starejši pristopi 
in tehnike niso dosegali zadovoljivih rezultatov, saj je bilo potrebno za ločevanje 
posameznih bioloških komponent slediti dolgotrajnim tehnikam v več stopnjah 
(percipitacija, ultracentrifugiranje, različne lize, gelska izključitvena kromatografija, 
ionsko izmenjevalna kromatografija, hidrofobne interakcije, ipd.), pri čemer so bile izgube 
ciljne biološke molekule visoke. Takšni postopki so bili dragi, hkrati pa je v produktih ločb 
včasih ostala še kakšna druga komponenta, kar je bilo zlasti problematično pri proizvodnji 
zdravil in cepiv (Zhao in sod., 2018). 
Glavni izziv, s katerim se sooča afinitetna kromatografija, je iskanje in izdelava ligandov 
za aplikacije v industriji. Zaradi visokih specifičnosti vezav za številne biološke molekule 
še niso našli ustreznih ligandov, ki bi jih lahko uporabili za ločbo na monolitnih nosilcih. 
Prav tako dodatno težavo predstavlja vezava liganda na monolitni nosilec, saj je lahko 
ligand premalo stabilen ali pa po vezavi spremeni lastnosti. Pri cepivih npr. večino 
imunoafinitetnih ligandov predstavljajo protitelesa, ki so bila izolirana iz okuženih 
organizmov in so zato visoko specifična, a zaradi svoje kompleksnosti običajno premalo 
stabilna za imobilizacijo. Zaradi preproste strukture sta pogosto v uporabi heparin in 
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heparan sulfat, naravna celična receptorja za viruse. A ker ju je možno derivatizirati samo 
delno, sta njuna disociacijska konstanta in specifika za tarčno biološko molekulo slabša 
(Zhao in sod., 2018). 
 
Slika 1: Shematski prikaz HPLC sistema. V afinitetni kromatografiji lahko uporabljamo katerikoli sistem z 
vsaj eno črpalko, preko katere lahko mobilno fazo z enakomernim tokom črpamo preko stacionarne faze do 
detektorja (Podgornik in sod., 2013). 
2.1.1 Stacionarna faza 
2.1.1.1 Monolitni nosilci 
Zaradi trajnosti in stabilnosti pri afinitetni kromatografiji za vezavo bioloških molekul na 
trden nosilec najpogosteje uporabljajo kovalentno vezavo. V drugi polovici devetdesetih 
let prejšnjega stoletja in na začetku novega tisočletja je prišlo do razvoja več različnih 
nosilcev z izboljšanimi hidrodinamskimi lastnostmi, med njimi tudi monolitov, ki imajo 
danes pomembno vlogo v afinitetni kromatografiji (Benčina in sod., 2004; Podgornik in 
sod., 2014). 
Vsaka kemijska reakcija je omejena s hitrostjo snovnega transporta in kinetiko reakcije. Ko 
dosežemo encimu optimalno temperaturo ter pH in imamo optimalno ionsko jakost pufra 
za vezavo med substratom in encimom, postane snovni transport med mobilno in 
stacionarno fazo ključni dejavnik vpliva na encimsko kinetiko in dinamiko vezave na 
nosilec. Pri konvencionalnih delčnih nosilcih substrat difuzivno prehaja iz mobilne faze v 
pore do aktivnih mest encimov, to pa ovira snovni transport. Dejanske encimske kinetike 
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pri teh nosilcih zaradi difuzije ni mogoče natančno izračunati. Monolitni nosilci pa so za 
razliko od delčnih sestavljeni iz ene same monolitne enote z visoko poroznostjo, kjer edini 
prazen prostor predstavljajo medsebojno povezane pore. Snovni transport je zato 
konvektiven, difuzija pa zanemarljiva. Iz tega razloga so se monoliti izkazali kot primerni 
nosilci za študije encimske kinetike (Vodopivec in sod., 2003; Malik in sod., 2006). 
 
Slika 2: Primerjava med delčnim (1) in monolitnim (2) nosilcem. Difuzijske omejitve pri prvem so visoke, 
zato sta učinkovitost in kapaciteta nosilca nižji. Pri monolitnem nosilcu so pore medsebojno prehodne, zaradi 
česar je prenos snovi konvektiven. Učinkovitost in kapaciteta nosilca sta od pretoka neodvisna (Podgornik, 
2014). 
Makroporozni polimerni glicidilmetakrilat-ko-etilen dimetakrilat (GMA-EDMA) nosilci so 
ob razvoju omogočili nove možnosti predvsem na področju ločbe velikih molekul. Zaradi 
značilnosti, kot so visoka poroznost, kemijska in mehanska stabilnost, visoka dinamična 
kapaciteta za velike molekule, majhne difuzijske izgube, ugodna razporeditev por in nizek 
padec tlaka, so se ti nosilci izkazali kot najučinkovitejši. Površino teh metakrilatnih 
monolitov prekrivajo različne kemijske skupine, ki jih je lahko modificirati (Benčina in 
sod., 2004; Malik in sod., 2006). 
Metakrilatni monolitni nosilci se uporabljajo pri zagotavljanju kakovosti in presejalnih 
testih različnih virusov, pri ločbi proteinov, DNA, majhnih molekul (oligonukleotidov, 
peptidov, steroidov in organskih kislin) ter pri imobilizaciji encimov (na epoksidno 
kemijsko skupino), kot so glukoza oksidaza, citrat dehidrogenaza, polinukleotid 
fosforilaza, lignin peroksidaza, ter najbolj uporabljen tripsin. Slednjega uporabljajo 
predvsem pri mapiranju proteinov (Benčina in sod., 2004). 
Čeprav vezave teh bioloških molekul na epoksidne skupine tvorijo stabilne kovalentne 
vezi, so te imobilizacijske reakcije počasne. V namen optimizacije hitrosti reakcij 
epoksidne skupine pogosto kemijsko modificirajo v npr.  aldehidne, sukcinimidne, 
hidrazidne in karbonildiimidazolne (Benčina in sod., 2004). 
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Slika 3: Primer imobilizacije liganda na epoksi skupino in na CDI skupino (Benčina, 2001). 
2.1.1.2 Ligandi 
Ligand je na nosilec imobilizirana molekula, ki nase adsorbira ligat iz mobilne faze. V 
afinitetni kromatografiji poleg encimov pogosto uporabljamo naslednje ligande: 
- lektini; gre za proteine, ki preko ogljikohidratne prepoznavne domene (CRD) vežejo nase 
ogljikove hidrate. Pogosto uporabljen lektin je npr. konkanavalin A, ki nase specifično 
veže α-D-manozo in α-D-glukozo ter na tak način ločuje glikozilirane proteine od 
neglikoziliranih (Goncalves in sod., 2017), 
- heparin; glikoaminoglikan, ki lahko služi kot afinitetni ligand ali izmenjevalec ionov v 
ionsko izmenjevalni kromatografiji. Pogosto je uporabljen v procesih pridobivanja in 
čiščenja humanega antitrobina (hAT), saj se nanj veže kot antikoagulant. Specifično se 
veže tudi na glikoproteine nekaterih virusnih ovojnic, zato je primeren pri ločbi bioloških 
molekul, ki jih uporabljajo v namene razvoja cepiv in genskih terapij (Sugihara in sod., 
2018), 
- imobilizirani kovinski ioni, kot so kobalt, baker in nikelj (pri imobilizirani kovinski 
afinitetni kromatografiji – IMAC), ki služijo kot kelatorji za vezavo aminokisline histidin. 
Na tak način lahko iz analita ločijo vse biološke molekule, ki vsebujejo to aminokislino, 
npr. encime, bakterijske toksine, tarčne proteine, nukleinske kisline, ter supernatante 
sesalskih celičnih kultur (Acet in sod., 2018), 
- fuzijski proteini; služijo npr. kot na podlago kovalentno vezana protitelesa, na katere se 
pri imunoafinitetni kromatografiji (IAC) vežejo antigeni. Razvoj monoklonskih protiteles 
je v zadnjih letih pridobivanje specifičnih antigenov še olajšal (Monster in sod., 2011). 
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2.1.1.2.1 Encimi 
Encimi so biološki katalizatorji, ki pospešujejo kemijske reakcije. Večinoma so proteini, ki 
se z aktivnim mestom vežejo na substrat in tako znižajo aktivacijsko energijo, ki je 
potrebna za pretvorbo substrata v produkt. Skoraj vsi metabolni procesi so katalizirani 
encimsko, saj bi bili sicer preveč energijsko potratni in počasni. Vsak encim se veže na le 
enega ali nekaj specifičnih substratov, pri tem pa svoje strukture ne spremeni. Običajno so 
sestavljeni iz dveh delov – beljakovinskega imenujemo apoencim, nebeljakovinskega pa 
kofaktor.  Slednji je lahko kompleksna organska spojina ali pa kovinski ion. Ko površina 
substrata pride v stik z aktivnim centrom encima, nastane začasen kompleks encim-
substrat. Molekula substrata se pri tem spremeni tako, da se razcepi, spremeni 
konformacijo ali pa reagira s kakšno drugo spojino. Posledica teh sprememb je odcepitev 
od encima, nespremenjen encim pa lahko reagira z naslednjo primerno molekulo substrata 
(Boyer, 2005). 
Encim (ki je kot afinitetni ligand imobiliziran na trden nosilec) skupaj s fizikalnim 
prenašalcem (ki generira merljiv signal), tvori analitsko napravo, ki se imenuje encimski 
biosenzor in se v afinitetni kromatografiji uporablja že desetletja. Zaradi afinitete med 
encimom in njegovim substratom, ki je tarčna biološka molekula, je ta metoda uporabljena 
predvsem v najrazličnejših bioprocesih za potrebe on-line meritev. Z ustreznimi encimi 
lahko na ta način merimo koncentracije posameznih metabolitov znotraj bioreaktorjev. V 
praksi se med nosilcem in encimom najpogosteje uporablja kovalentna vezava, katere 
prednost je visoka stabilnost. Poleg aktivne skupine, ki je na nosilcu, je za nastanek 
kovalentne vezi nujna tudi ustrezna aktivna skupina encima. Ker so za optimalno delovanje 
encimskega biosenzorja potrebni mili pogoji, mora biti aktivna skupina encima dovolj 
reaktivna, da je imobilizacija trajna. Takšne aktivne skupine so: gvanidilna skupina 
arginina, sulfohidrilna skupina cisteina, karboksilni skupini glutaminske in asparaginske 
kisline, imidazolna skupina histidina, amino skupina lizina, tioesterska skupina metionina, 
indolna skupina triptofana in fenolno hidroksilna skupina tirozina. Od naštetih je na 
površini encimov najpogostejša amino skupina lizina, zato imajo nosilci za imobilizacijo 
encimov tiste kemijske skupine, ki reagirajo z amino skupino (Malik in sod., 2006; 
Podgornik in sod., 2013).  
Encim kot afinitetni ligand v biosenzorju selektivno pretvarja substrat v mobilni fazi, pri 
čemer nastaja produkt, ki ga lahko kvantitativno zaznavamo z različnimi metodami.  
Prenos signala je lahko amperometrični (prenos električnega toka), termični (sprememba 
temperature) ali optični, kjer spremembo koncentracije, mase ali števila molekul povežemo 
s svetlobno spremembo. Povezavo merjene komponente in signala naredimo s t.i. 
umeritveno krivuljo, ki je specifična za preučevani sistem. S tem ugotovimo občutljivost 
biosenzorja, območje linearnosti ter določimo mejo detekcije (Podgornik in sod., 2013).  
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Slika 4: Shematski prikaz encimskega biosenzorja: substrat ( ) črpamo skozi nosilec s kovalentno  
imobiliziranim encimom, ki ga pretvarja v produkt (●), medtem ko ostanejo ostale molekule nespremenjene 
(Δ). Produkt nato detektiramo na različne načine (Podgornik in sod., 2013). 
Glukoza oksidaza je modelni encim, ki ga uvrščamo med flavoproteine. Pomemben je v 
živilski industriji, biokemijskem inženirstvu, klinični kemiji, rekombinantnih tehnologijah 
in različnih diagnostikah. Je katalizator oksidacije β-D-glukoze v D-glukono-lakton in 
vodikov peroksid. Gre za dvostopenjsko reakcijo iz oksidativnega in reduktivnega dela. V 
slednji glukoza oksidaza oksidira β-D-glukozo v D-glukono-β-lakton, ki se neencimsko 
hidrolizira v glukonsko kislino. Flavin adenin dinukleotidski (FAD) obroč v encimu se pri 
tem reducira (FADH2). V oksidativnem delu rekacije se FAD obroč v encimu ponovno 
oksidira, da dobimo vodikov peroksid (H2O2). V organizmih se vodikov peroksid z 
encimom, kot sta katalaza ali hrenova peroksidaza razgradi na vodo in kisik (Bankar in 
sod., 2009; Su in sod., 2017). 
Hrenova peroksidaza je hemprotein, ki je bil prvič izoliran iz korenine navadnega hrena. 
Po več kot stoletju preučevanj služi kot modelni encim za študije razvoja rekombinantnih 
encimov, pripravo prečiščenih snovi, pogosto pa je uporabljen tudi v znanstveni 
diagnostiki in bioremediaciji. Zlasti pomemben je izoencim C, ki z vodikovim peroksidom 
kot oksidantom katalizira reakcijo oksidacije kromogenega substrata, na katerega se veže. 
Reakcija poteka trostopenjsko, s tremi vmesnimi intermediati. Končen produkt je oksidiran 
substrat, njegovo koncentracijo pa izmerimo spektrofotometrično (Veitch, 2004). 
2.1.2 Mobilna faza 
Vzorec z biološko molekulo, ki jo želimo adsorbirati na ligand v stacionarni fazi, skupaj s 
topilom tvori mobilno fazo. Iskane biološke molekule imenujemo ligati. Za učinkovito 
separacijo vsakemu ligatu izberemo ustrezen ligand. Npr. substratu izberemo primeren 
encim, sladkorjem primeren lektin, glikoproteinom heparin, biološkim molekulam, ki 
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vsebujejo histidin, ustrezne kovinske ione, protitelesom pa ustrezne fuzijske proteine 
(Veitch, 2014; Monster in sod., 2011). 
2.1.2.1 Parametri za adsorpcijo substrata na encim 
Za uspešno vezavo med encimom in substratom je ustrezna mobilna faza ključnega 
pomena. Čeprav večina kemijskih reakcij poteka hitreje pri višjih temperaturah, obstaja pri 
bioloških komponentah nevarnost, da denaturirajo, razpadejo, ali pa spremenijo 
konformacijo, zaradi česar lahko izgubijo svojo biološko aktivnost. Tudi pH topila vpliva 
na naboj encima, saj je njegova aktivnost odvisna od izoelektrične točke (pI). Aktivnost 
encima je odvisna tudi od koncentracije substrata, dostopnosti molekul substrata za encim 
ter od koncentracije soli v raztopinah, ki jih uporabljamo (Vodopivec in sod., 2000). 
2.2 ENCIMSKA KINETIKA 
Encimska kinetika preučuje hitrost in potek kemijskih reakcij, ki jih katalizirajo encimi. 
Namen študij encimskih reakcij je poznavanje mehanizmov posameznih encimov, 
preučevanje njihove aktivnosti v določenih pogojih, ter vloge, ki jo imajo v metabolizmu. 
Odvisna je od pH, temperature, ionske jakosti, prisotnosti aktivatorjev in inhibitorjev ter 
količine substrata. Ker so encimi biološke molekule, lahko reakcije katalizirajo le pri 
določenih pogojih. Ti namreč posnemajo okolje, v katerem je encim naravno prisoten. 
pH: Previsok ali prenizek pH rezultira v izgubi encimske aktivnosti. Encim katalaza npr. 
optimalno deluje pri pH=7, medtem ko ima pepsin najvišjo aktivnost pri pH=1,5. Visoka 
pH nihanja običajno spremenijo tridimenzionalno strukturo encima in ga inaktivirajo. 
Temperatura: Dvig temperature pospešuje hitrost kemijskih reakcij, a pri višji od optimalne 
za specifičen encim povzroči denaturacijo beljakovin. S tem encim ireverzibilno izgubi 
svojo aktivnost. 
Ionska jakost: Ob visokih koncentracijah soli v spojinah, kjer potekajo encimske reakcije, 
zaradi presežka ionov pride do nespecifičnih reakcij, ki preprečujejo vezavo med encimom 
in substratom in s tem vplivajo na encimsko aktivnost. 
Aktivatorji in inhibitorji: V naravnem okolju (npr. v celici) je encimska aktivnost 
regulirana tudi z aktivatorji, ki olajšujejo vezavo med encimom in substratom, ter 
inhibitorji, ki njuno vezavo preprečujejo. Primeri inhibitorjev so npr. nekateri toksini, ki so 
strukturno podobni substratom encima, na katerega aktivni center se vežejo. 
Količina substrata: Z naraščajočo koncentracijo substrata aktivnost encimov narašča do 
zasedenosti vseh aktivnih mest vseh encimov. Takrat govorimo o maksimalni hitrosti 
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reakcije, ki se niti ob nadaljnji rasti koncentracije substrata ne povečuje (Boyer, 2005; 
Stryer, 1995). 
2.2.1 Model delovanja encimov 
Odvisnost hitrosti encimsko katalizirane reakcije od koncentracije substrata opredeljuje 
Michaelis-Mentenina enačba, ki opisuje encimsko kinetiko v idealnem stanju. Leta 1913 
sta jo izpeljala biokemik Leonor Michaelis in biokemičarka Maud Menten. 
Mehanizem delovanja encimov opišemo z enačbo 
𝐸 + 𝑆
𝑘𝑓
⇌
𝑘𝑟
𝐸𝑆   
𝑘𝑐𝑎𝑡
→     𝐸 + 𝑃                   … (1) 
V njej E pomeni encim, S substrat, ES kompleks encim-substrat in P produkt, pri čemer 
kompleks encim-substrat lahko prehaja nazaj v ločena encim in substrat, medtem ko encim 
in produkt ne moreta tvoriti kompleksa encim-substrat. kf je konstanta reakcijske hitrosti za 
nastanek kompleksa encim-substrat, kr je konstanta reakcijske hitrosti za razpad kompleksa 
encim-substrat in kcat je konstanta pretvorbe kompleksa encim-substrat v encim in produkt. 
Michaelis-Mentenina enačba izhaja iz predpostavke, da se celokupna koncentracija encima 
in koncentracija kompleksa encim-substrat ne spreminjata, čemur pravimo predpostavka 
stacionarnega stanja in jo opišemo z enačbo 
[𝐸] + [𝐸𝑆] = [𝐸]0                           … (2) 
V enačbi E pomeni koncentracijo encima, ES pa koncentracijo kompleksa encim-substrat. 
V splošnem Michaelis-Mentenino kinetiko opišemo z enačbo 
𝑣 =  
𝑑[𝑃]
𝑑𝑡
=
𝑉𝑚𝑎𝑥[𝑆]
𝐾𝑚+[𝑆]
                                                       … (3) 
V njej je hitrost reakcije označena z v, in predstavlja odvod koncentracije produkta P po 
času t, maksimalna hitrost reakcije je označena z vmax, koncentracija substrata z S, 
afinitetna konstanta pa s Km. 
Afinitetna konstanta je koncentracija substrata pri polovici maksimalne hitrosti encimske 
reakcije in predstavlja inverzno merilo za afiniteto substrata do encima, saj majhna Km 
vrednost pomeni veliko afiniteto, kar pomeni, da bo krivulja do maksimalne hitrosti 
reakcije narasla ob nižji koncentraciji substrata. 
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Slika 5: Graf hitrosti encimske kinetike v odvisnosti od substrata z afinitetno konstanto (Biomolecules …, 
2019). 
Afinitetno konstanto lahko izračunamo tudi iz konstant kf, kr in kcat (1), kar opišemo z 
enačbo 
𝐾𝑚 = 
𝑘𝑟+𝑘𝑐𝑎𝑡
𝑘𝑓
                                                                 … (4) 
V enačbi je kf  konstanta reakcijske hitrosti za nastanek kompleksa encim-substrat, kr je 
konstanta reakcijske hitrosti za razpad kompleksa encim-substrat in kcat je konstanta 
pretvorbe kompleksa encim-substrat v encim in produkt. 
Pretvorbeno število je število molov ali molekul substrata, ki se pretvorijo na število molov 
ali molekul encima v časovni enoti in v enačbi definirano kot 
𝑘𝑐𝑎𝑡 =
𝑉𝑚𝑎𝑥
𝐸𝑇
                                                           … (5) 
V njej je vmax maksimalna hitrost encimske reakcije, ET pa celokupno število molov ali 
molekul encima na nosilcu. 
Afinitetno konstanto (Km), pretvorbeno število (kcat) in maksimalno hitrost (vmax) encimske 
reakcije v praksi najpogosteje določimo z Lineweaver – Burkovo enačbo. Gre za odvisnost 
med recipročnimi vrednostmi začetne hitrosti encimsko katalizirane reakcije od recipročne 
vrednosti koncentracije substrata. Ker je odvisnost linearna, jo lahko uporabimo za 
grafično določanje kinetičnih konstant.  
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Slika 6: Lineweaver-Burkov diagram in pripadajoče vrednosti na grafu (Biomolecules …, 2019). 
Opišemo jo z enačbo 
1
𝑉𝑖
=
𝐾𝑚+[𝑆]
𝑉𝑚𝑎𝑥 [𝑆]
=
𝐾𝑚
𝑉𝑚𝑎𝑥
 
1
[𝑆]
+
1
𝑉𝑚𝑎𝑥
                                                   … (6)                               
V enačbi vi predstavlja hitrost encimske reakcije, vmax maksimalno hitrost encimske 
reakcije, [S] koncentracijo substrata, Km pa afinitetno konstanto.    
  
Ker gre za linearno enačbo (y=kx+n), lahko iz naklona premice izračunamo vrednost 
afinitetne konstante in maksimalne hitrosti encimske kinetike, presečišče z ordinatno osjo 
pa nam poda recipročno vrednost maksimalne hitrosti encimske kinetike. 
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3     MATERIAL IN METODE 
 Laboratorijsko delo v okviru magistrskega dela je obsegalo tri sklope. 
a) Kemijski 
Metakrilatne monolitne nosilce smo kemijsko modificirali v epoksidne, aldehidne in 
karbonildiimidazolne. Pripravili smo tudi nosilni in imobilizacijski pufer. 
b) Biokemijski 
Pripravili smo vodne raztopine glukoze različnih koncentracij in reagent s hrenovo 
peroksidazo. Na epoksidne, aldehidne in karbonildiimidazolne metakrilatne monolitne 
nosilce smo imobilizirali glukozo oksidazo. 
c) Analitski 
Na tekočinski kromatografiji visoke ločljivosti smo posredno z emitirano svetlobo na 
detektorju preverjali učinkovitost vezave med glukozo v različnih koncentracijah in 
imobiliziranim encimom. Vezave smo ovrednotili glede na afinitetno konstanto in 
pretvorbeno število mobilizirane glukoze oksidaze. Aktivnost encima smo primerjali med 
različno modificiranimi nosilci in s prostim encimom. 
3.1 MATERIAL 
Pri eksperimentalnem delu smo uporabili različno laboratorijsko opremo, pribor ter 
pripomočke in kemikalije. Laboratorijska oprema in pribor s proizvajalci sta navedena v 
Preglednicah 1 in 2. Od Preglednice 3 do Preglednice 12 so navedeni še reagenti in 
kemikalije za pripravo raztopin in pufrov, ki so bili potrebni za vse tri sklope 
eksperimentalnega dela.  
 
 
 
 
  
  14 
Kupec R. Priprava in uporaba monolitnih nosilcev … glukozo oksidazo in hrenovo peroksidazo.                                                                             
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019 
 
3.1.1 Laboratorijska oprema in pribor 
Preglednica 1: Uporabljena laboratorijska oprema 
Naziv Proizvajalec 
Analitska tehtnica 
Kern, Nemčija 
Avtomatske pipete 20 µl, 200 µl in 1000 µl Finnpipette, Thermo Fisher Scientific, ZDA 
Digestorij Waldner, Secuflow, Nemčija 
Grelnik Tehtnica Železniki, Slovenija 
Hladilnik Gorenje, Slovenija 
Ledomat - 
Magnetno mešalo - 
Grelna peč Sterimatic, ST 11 Instrumentario, Hrvaška 
pH meter Adwa AD 8000, Madžarska 
Računalnik za obdelavo kromatografskih 
podatkov 
CompaQ, Unicorn 5.31, ZDA 
Sistem za kromatografijo visoke ločljivosti Akta Explorer, Nizozemska 
Termometer Adwa AD 8000, Madžarska 
Zamrzovalnik (-20 °C) Gorenje, Slovenija 
 
Preglednica 2: Splošni laboratorijski material 
Naziv Proizvajalec 
Filtrirni papir Mikro Polo, Slovenija 
Injekcijske brizge 3 ml Mikro Polo, Slovenija 
Čaše 100 ml, 500 ml Mikro Polo, Slovenija 
Halja Sanolabor, Slovenija 
Merilni valji Mikro Polo, Slovenija 
Mikrocentrifugirke, 2 ml Eppendorf, Nemčija 
Nastavki za pipete 20 µl, 200 µl in 1000 µl Mikro Polo, Slovenija 
Ohišja za nosilce - 
Parafilm »M« PM 992 American National Can, ZDA 
Pincete - 
Rokavice Mikro Polo, Slovenija 
Viale Sigma-Aldrich, Nemčija 
Laboratorijske steklenice 100 ml, 250 ml, 500 ml 
in 1000 ml 
Simax, Češka in Duran, Nemčija 
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3.1.2 Nosilci 
Pri delu smo uporabili predhodno pripravljene dietil-amino-etil (DEAE) monolitne nosilce. 
Vsi so bili polimerizirani v isti šarži ter naknadno zbrušeni tako, da so imeli enake mase in 
enake volumne. 
3.1.3 Encimi 
Pri delu smo uporabili encima glukozo oksidazo in hrenovo peroksidazo. Pred odprtjem 
smo ju shranjevali v zamrzovalniku pri -20 °C, po odprtju pa v hladilniku. 
Preglednica 3: Izvor encimov glukoze oksidaze in hrenove peroksidaze 
Naziv Proizvajalec 
Glukoza oksidaza Thermo Fisher Scientific, ZDA 
Hrenova peroksidaza Thermo Fisher Scientific, ZDA 
3.1.4 Pufri in raztopine 
Preglednica 4: Potrebne kemikalije za pripravo raztopine natrijevega perjodata 
Sestavina Koncentracija (g/l) Proizvajalec 
NaIO4 42,8 g Sigma Aldrich, Nemčija 
dH2O do 0,05 l - 
 
Raztopino natrijevega perjodata smo pripravili tako, da smo natrijev perjodat zatehtali v 50 
ml čašo, dodali deionizirano vodo (dH2O) do oznake 40 ml, pokrili z aluminijasto folijo, 
ter mešali na magnetnem mešalu, da se je vidno raztopil. Na koncu smo dolili še dH2O do 
oznake 50 ml in ponovno pokrili z aluminijasto folijo.  
Preglednica 5: Potrebne kemikalije za pripravo raztopine karbonildiimidazola v metanolu in etanolu 
Sestavina Koncentracija (g/l) Proizvajalec 
C7H6N4O 109 g Sigma Aldrich, Nemčija 
Metanol/Etanol do 0,05 l - 
 
Raztopino karbonildiimidazola smo pripravili tako, da smo karbonildiimidazol (C7H6N4O) 
zatehtali v 50 ml čašo, dodali metanol (ali nedenaturirani etanol) do oznake 40 ml in 
raztopino mešali na magnetnem mešalu, da se je karbonildiimidazol popolnoma raztopil. 
Na koncu smo dolili še metanol (ali nedenaturirani etanol) do oznake 50 ml in raztopino 
shranili v hladilniku. 
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Preglednica 6: Potrebne kemikalije za pripravo imobilizacijskega pufra 
Sestavina Koncentracija (g/l) Proizvajalec 
Na3C6H5O7 5,162 g Sigma Aldrich, Nemčija 
dH2O do 1 l - 
 
Imobilizacijski pufer smo pripravili tako, da smo natrijev citrat trihidrat (Na3C6H5O7) 
zatehtali v 1000 ml čašo, dodali dH2O do oznake 900 ml, ter mešali na magnetnem mešalu, 
da se je vidno raztopil. Nato smo z uporabo pH metra določili pH vrednost, ter le to 
uravnali na pH 4,0 z uporabo 5 M klorovodikove kisline (HCl). Na koncu smo dolili še 
dH2O do oznake 1000 ml.   
Preglednica 7: Potrebne kemikalije za pripravo nosilnega pufra 
Sestavina Koncentracija (g/l) Proizvajalec 
K3PO4 13,609 g Sigma Aldrich, Nemčija 
dH2O do 1 l - 
 
Nosilni pufer smo pripravili tako, da smo kalijev fosfat (K3PO4) zatehtali v 1000 ml čašo, 
dodali dH2O do oznake 900 ml, ter mešali na magnetnem mešalu, da se je vidno raztopil. 
Nato smo z uporabo pH metra določili pH vrednost, ter le to uravnali na pH 7,0 z uporabo 
5 M natrijevega hidroksida (NaOH). Na koncu smo dolili še dH2O do oznake 1000 ml. 
Preglednica 8: Potrebne kemikalije za pripravo založne raztopine glukoze 
Sestavina Koncentracija (g/l) Proizvajalec 
β-D-C6H12O6 4 g Sigma Aldrich, Nemčija 
dH2O do 1 l - 
 
Založno raztopino glukoze smo pripravili tako, da smo β-D-glukozo (β-D-C6H12O6) 
zatehtali v 1000 ml čašo, dodali dH2O do oznake 900 ml, ter mešali na magnetnem mešalu, 
da se je vidno raztopila. Nato smo dolili dH2O do oznake 1000 ml in celotno vsebino 
prefiltrirali. Potem smo jo pustili stati 24 ur in z redčitvenim faktorjem 2 iz nje pripravili 
po 1,5 ml raztopine glukoze različnih koncentracij. 
Preglednica 9: Potrebne kemikalije za pripravo raztopine hrenove peroksidaze 
Sestavina Koncentracija (g/l) Proizvajalec 
Hrenova peroksidaza 20 g Thermo Fisher Scientific, ZDA 
Nosilni pufer do 0,005 l - 
 
V 5 ml nosilnega pufra smo zatehtali 0,1 g hrenove peroksidaze in rahlo premešali.  
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Preglednica 10: Potrebne kemikalije za pripravo raztopine glukoze oksidaze 
Sestavina Koncentracija (g/l) Proizvajalec 
Glukoza oksidaza 20 g Thermo Fisher Scientific, ZDA 
Imobilizacijski pufer do 0,005 l - 
 
V 10 ml imobilizacijskega pufra smo zatehtali 30 mg glukoze oksidaze in rahlo premešali. 
3.1.5 Reagenti 
Preglednica 11: Potrebne kemikalije za pripravo reagenta s hrenovo peroksidazo 
Sestavina Količina (na l) Proizvajalec 
C6H5OH 2,34 g Sigma Aldrich, Nemčija 
C11H13N3O 1 g Sigma Aldrich, Nemčija 
0,1 M fosfatni pufer 10 ml - 
Raztopina hrenove peroksidaze 5 ml Sigma Aldrich, Nemčija 
dH2O 0,25 l - 
 
V 500 ml čaši smo zatehtali 0,585 g fenola (C6H5OH) in dodali 250 ml dH2O. Nato smo 
odmerili 2,5 ml nosilnega pufra in 1,25 ml predhodno pripravljene 2% raztopine hrenove 
peroksidaze v nosilnem pufru ter zatehtali 0,25 g 1-fenil-2,3-dimetil-4-amino-5-pirazolona 
(C11H13N3O). Vse tri kemikalije smo nato med magnetnim mešanjem dodali v čašo s 
C6H5OH in dH2O. 
V Preglednici 12 so predstavljeni vsi ostali reagenti, ki smo jih uporabili pri delu. 
Preglednica 12: Ostali uporabljeni reagenti 
Ime reagenta Proizvajalec 
H2SO4 Sigma Aldrich, Nemčija 
NaOH Sigma Aldrich, Nemčija 
Etanol, ndt. (70%, 20%) Sigma Aldrich, Nemčija 
HCl Sigma Aldrich, Nemčija 
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3.2 METODE 
3.2.1 Modificiranje monolitnih nosilcev 
Predhodno pripravljeni epoksidni nosilci so imeli polmer 1,8 mm in debelino 2 mm. 
Njihov volumen je znašal 20 µl. Pred modifikacijo smo jih shranjevali v 20% etanolu. 
3.2.1.1 Modificiranje z epoksidno skupino 
Pri epoksidnih monolitnih nosilcih modifikacija z epoksidno skupino ni potrebna. Po 
shranjevanju v 20 % etanolu smo pred imobilizacijo nosilce samo dobro sprali z dH2O in 
jih označili z oznako EPOXY. 
3.2.1.2 Modificiranje z aldehidno skupino 
Monolitne nosilce, ki so bili predhodno shranjeni v nedenaturiranem etanolu, smo 
hidrolizirali z 0,5 M žveplove (VI) kisline (H2SO4) 3 ure pri 60 °C in jih nato dobro sprali 
v čaši z dH2O, kjer smo jih pustili preko noči. Po protokolu v doktorskem delu A. 
Podgornika (1998) smo jih nato dali v 0,2 M natrijev perjodat (NaIO4) za 3 ure pri 50 °C, 
pri čemer smo čašo z monoliti prekrili z aluminijasto folijo, saj NaIO4 ob prisotnosti 
svetlobe lahko razpade. Po konverziji epoksidnih skupin v aldehidne smo nosilce shranili v 
dH2O in jih označili z oznako ALD NEtOH. 
3.2.1.3 Modificiranje s karbonildiimidazolno skupino 
Za modificiranje s karbonildiimidazolno skupino smo sledili protokolu K. Benčine in sod. 
(2004). Monolitne nosilce smo hidrolizirali z 0,5 M H2SO4 3 ure pri 60 °C in jih nato 
dobro sprali v čaši z dH2O, kjer smo jih pustili preko noči. V kalupu za nosilce smo jih 
nato prečrpali z metanolom preko injekcijske brizge, da smo dH2O in etanol sprali ven. 
Nato smo jih dali za 1 uro v čisti metanol in ga po prve pol ure nadomestili s svežim. 
Nosilce smo nato vrnili v kalupe in jih dvakrat počasi prečrpali (ponovno z injekcijsko 
brizgo) s predpripravljeno raztopino karbonildiimidazola v metanolu. Postopek prečrpanja 
z injekcijsko brizgo smo nato ponovili s čistim metanolom, vzeli monolite iz kalupov in jih 
dali v čašo s svežim metanolom za nekaj ur ter jih označili z oznako CDI MeOH. 
Vzporedno smo monolitne nosilce modificirali tudi s predpripravljeno raztopino 
karbonildiimidazola v nedenaturiranem etanolu v enaki koncentraciji kot pri pripravi 
raztopine z metanolom, ter jih na koncu označili z oznako CDI NEtOH. Vsi ostali koraki 
so bili sicer nespremenjeni. 
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3.2.2 Imobilizacija glukoze oksidaze na modificirane monolitne nosilce 
Glede na vrsto modifikacije smo označene nosilce vstavili v ohišja in z injekcijskimi 
brizgami počasi potiskali skoznje 3 ml predhodno pripravljene raztopine glukoze oksidaze 
v imobilizacijskem pufru. Pri tem smo raztopino iz ohišij lovili nazaj v čašo, v kateri se je 
nahajalo 10 ml te raztopine, da encima, ki se ni imobiliziral na nosilcu, nismo izgubili. 
Nosilce smo nato vzeli iz ohišij in jih potopili v čašo z raztopino glukoze oksidaze tako, da 
sta bili obe strani monolitov raztopini popolnoma dostopni. Nosilce smo pustili naslednjih 
24 ur v čaši z raztopino na sobni temperaturi.  
3.2.3 Priprava umeritvene krivulje za HPLC z raztopinami glukoze 
Raztopine glukoze, ki smo jih predhodno pripravili z redčitvenim faktorjem 2,  smo 
injicirali na HPLC sistem, ter iz kromatografov določili površine vrhov. Iz teh smo dobili 
umeritveno krivuljo.  
Encimska aktivnost linearno narašča z višanjem koncentracije raztopine glukoze, dokler ne 
doseže maksimalne hitrosti pretvorbe substrata v produkt, torej ko so zapolnjena vsa 
aktivna mesta imobiliziranih encimov. Če še naprej višamo koncentracijo glukozne 
raztopine, hitrost encimske pretvorbe torej ne narašča več. Hitrost je takrat konstantna in 
naklon krivulje se zato spremeni ter upade. Linearno območje krivulje do maksimalne 
hitrosti pretvorbe substrata v produkt lahko uporabimo kot merilo, na osnovi katerega 
določimo vrednost odziva encima glede na injicirano količino glukozne raztopine. V tem 
območju encim v produkt pretvori ves substrat, med njima pa velja linearna odvisnost.  
Naklon iz enačbe umeritvene krivulje, ki smo jo dobili, smo uporabljali za določevanje 
koncentracije glukoze v vseh nadaljnjih vzorcih. 
3.2.4 Analiza na tekočinski kromatografiji visoke ločljivosti 
Za postavitev HPLC analitske metode za spremljanje koncentracij glukoze, smo prilagodili 
metodo, ki jo je vzpostavil Taylor (1991). V HPLC sistem smo sklopili stacionarno fazo iz 
modificirane nosilce z imobilizirano glukozo oksidazo, mobilno fazo A iz nosilnega pufra 
in raztopin glukoze ter mobilno fazo B s predhodno pripravljenim reagentom, ki je 
vseboval hrenovo peroksidazo. Mobilno fazo B smo v HPLC sistem priključili takoj za 
stacionarno fazo, da je reagent lahko prišel v stik s produktom, in pred detektor, kjer je 
prihajalo do zaznave signala po interakciji med hrenovo peroksidazo in vodikovim 
peroksidom. Odziv detektorja smo pri valovni dolžini 505 nm spremljali na kromatogramu. 
V vsak modificiran nosilec z imobilizirano glukozo oksidazo smo injicirali raztopine 
različnih koncentracij glukoze pri pretoku 0,1 ml/min. Pri tem smo začeli z 0 g/l, kar nam 
je služilo za meritev ozadja, nato pa smo postopek za vsak nosilec ponovili pri čedalje 
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višjih koncentracijah 0,06 g/l, 0,125 g/l, 0,25 g/l, 0,5 g/l, 1 g/l, 2 g/l, 4 g/l ter 6 g/l. Med 
posameznimi koncentracijami smo nosilec spirali. Ker smo uporabljali konstanten pretok 
pri vseh koncentracijah raztopine glukoze, je kontaktni čas, v katerem se raztopina glukoze 
razporedi po celotnem volumnu nosilca, znašal 12 sekund. 
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4     REZULTATI 
Poglavje povzema rezultate laboratorijskega dela, ki so podani v obliki preglednic in 
grafov. Predstavljeni so rezultati encimskih reakcij na monolitnih nosilcih, ki smo jih 
merili na tekočinski kromatografiji visoke ločljivosti. Razdeljeni so glede na tip 
modificiranih nosilcev, pri vsakem pa so predstavljeni izračuni množine glukoze, ki se je 
vezala na nosilce, maksimalne hitrosti encimske kinetike, množine encima, imobiliziranega 
na nosilce, pretvorbenega števila in afinitetne konstante. 
4.1 DOLOČANJE LINEARNEGA OBMOČJA 
Izbrali smo eno od vrednosti iz linearnega dela grafa, in sicer odziv pri 0,25 mg/ml, ki 
znaša približno 33 mAU. Izkazalo se je, da le nosilec EPOXY še ni dosegel absorbcijskega 
vrha pri 4 g/l raztopini glukoze, zato smo pri tem vzorcu injicirali še raztopino glukoze s 
koncentracijo 6 g/l. 
 
Slika 7: Primerjava encimske kinetike glede na koncentracijo raztopine glukoze (g/l) v odvisnosti od 
miliabsorpcijskih enot (mAU). Te naraščajo s koncentracijo molekul, ki absorbirajo svetlobo valovne dolžine 
505 nm na detektorju.  
Iz Slike 7 lahko sklepamo, da je linearno območje za nosilce z najvišjimi vrednostmi 
absorbance (CDI NEtOH, CDI MEOH, ALD NEtOH) v koncentracijskem območju od 0 
g/l do 0,5 g/l. Izjema je nosilec EPOXY, pri katerem območje linearnosti sega od 0 g/l do 1 
g/l. Linearni deli krivulj predstavljajo območje, kjer je encim uspel pretvoriti v produkt 
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celoten substrat. Da bi čim bolj natančno določili vrednosti pretvorjenih molekul, smo na 
podlagi linearnega območja treh nosilcev z najvišjimi vrednostmi absorbance pripravili 
umeritveno krivuljo, pri čemer smo od absorbance odšteli signal ozadja (Slika 8). 
 
Slika 8: Umeritvena krivulja za linearno območje absorbance nosilcev CDI NEtOH, CDI MeOH in ALD 
NEtOH. 
S pomočjo vrednosti naklona na pridobljeni umeritveni krivulji smo izračunali 
koncentracije glukoze za vse vrednosti absorbance na nosilcih iz Slike 7, pri čemer smo 
upoštevali, da je volumen injekcijske zanke 0,5 ml. Odziv, ki ga merimo, je pravzaprav 
odziv tvorjenega vodikovega peroksida, ki ekvimolarno nastaja pri oksidaciji glukoze z 
glukozo oksidazo. Ker iz ene molekule glukoze pri encimski pretvorbi nastane ena 
molekula vodikovega peroksida, lahko torej predpostavimo, da je odziv sorazmeren 
količini oksidirane glukoze, na osnovi česar lahko iz enačbe premice umeritvene krivulje 
izračunamo količino pretvorjene glukoze.  Rezultati so prikazani na Sliki 9 in v Preglednici 
13. 
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Slika 9: Korelacija med injicirano in pretvorjeno količino glukoze (oboje v mg). 
Preglednica 13: Masa pretvorjene glukoze glede na injicirano količino glukoze (v mg) 
Glukoza [mg] CDI NEtOH CDI MeOH ALD NEtOH EPOXY 
0 0 0 0 0 
0,03 0,024 0,011 0,041 0 
0,0625 0,060 0,05 0,075 0,01 
0,125 0,126 0,125 0,17 0,042 
0,25 0,238 0,244 0,248 0,078 
0,5 0,382 0,36 0,347 0,152 
1 0,428 0,408 0,38 0,207 
2 0,469 0,442 0,412 0,26 
3 0 0 0 0,281 
Iz podatkov o masi pretvorjene glukoze lahko izračunamo število pretvorjenih molov 
glukoze, če predpostavimo, da molekulska masa glukoze znaša 180 g/mol. Rezultati so 
prikazani v Preglednici 14. 
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Preglednica 14: Množina pretvorjene glukoze za različne imobilizirane nosilce glede na injicirano množino 
glukoze (v mmol) 
Glukoza [mmol] CDI NEtOH CDI MeOH ALD NEtOH EPOXY 
0 0 0 0 0 
1,7*10-4 1,3*10-4 6,35*10-5 2,3*10-4 0 
3,5*10-4 3,3*10-4 2,8*10-4 4,2*10-4 5,54*10-5 
6,9*10-4 0,7*10-4 6,9*10-4 9,4*10-4 2,4*10-4 
1,4*10-3 1,3*10-3 1,4*10-3 1,4*10-3 4,3*10-4 
2,8*10-3 2,1*10-3 2*10-3 1,9*10-3 8,5*10-4 
5,6*10-3 2,4*10-3 2,2*10-3 2,1*10-3 1,2*10-3 
0,01 2,6*10-3 2,4*10-3 2,3*10-3 1,4*10-3 
0,017 0 0 0 1,5*10-3 
4.2 HITROST ENCIMSKIH REAKCIJ 
Izračunani podatki so služili kot osnova za določitev učinkovitosti imobiliziranega encima 
glukoze oksidaze. Da bi lahko to izračunali, smo morali izračunati hitrost encimske 
reakcije. Glede na to, da gre za imobiliziran encim, je potrebno določiti čas, ki ga ima 
encim na voljo za pretvorbo substrata. Izračunamo ga lahko na osnovi volumna nosilca in 
pretoka. Volumen nosilcev, kjer so imobilizirani encimi, znaša natanko 20 µl (izračun v 
podpoglavju 3.2.1). Seveda pa je volumen por nekoliko manjši, saj znaša poroznost nosilca 
0,6, torej je dejanski volumen, ko je raztopina glukoze izpostavljena delovanju encima, 12 
µl. Ker je pretok mobilne faze 0,1 ml/min, znaša zadrževalni čas 7,2 s. To je torej čas, v 
katerem je moral encim pretvoriti izračunano množino glukoze. Da bi določili maksimalno 
hitrost delovanja encima, smo za izračun uporabili maksimalne pretvorjene množine 
glukoze, ki so podane v Preglednici 14. 
Te mase smo pretvorili v množine glukoze (v mmol), ki so se vezale na encim v sekundi, 
iz tega podatka pa izračunali, kolikšna je bila maksimalna encimska hitrost pri posameznih 
vzorcih (v mmol/s). Afinitetno konstanto smo izračunali tako, da smo vrednosti 
maksimalne hitrosti encimske reakcije pomnožili z lineariziranimi vrednostmi posameznih 
vzorcev, da je izračunana vrednost maksimalne hitrosti encimskih reakcij pravilna, pa smo 
preverili na presečišču z ordinatno osjo, ki predstavlja recipročno vrednost maksimalne 
hitrosti teh reakcij (enačbi v poglavju 2.2.1).  
Preglednica 15: Izračuni množine glukoze pri posameznih nosilcih (v mmol) 
 
CDI NEtOH CDI MeOH ALD NEtOH EPOXY 
Glu max [mmol] 0,003 0,0025 0,0023 0,002 
Glu [mmol/s] 3,6*10-4 3,4*10-4 3,2*10-4 2,2*10-4 
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4.3  PRETVORBENO ŠTEVILO 
Ker gre za izjemno majhne nosilce, je težko natančno izmeriti količino imobiliziranega 
encima. Zagotoviti moramo ustrezno visoko koncentracijo imobiliziranega encima, ki se 
bo učinkovito vezal na majhen volumen nosilca. Količino encima, ki se je vezala na 
nosilec, smo zato ocenili na podlagi članka, v katerem so Černigoj in sod. (2016) 
izračunali, da se na 1 ml polimetakrilatnega monolitnega nosilca veže v povprečju 3 mg 
liganda. Iz tega smo lahko predpostavili, da se je na naše nosilce vezalo 60 µg glukoze 
oksidaze, saj imajo vsi enak volumen. Ker vemo, da  glukoza oksidaza tehta 160 kDa, smo 
izračunali, da se jo je na vsak nosilec vezalo 3,75*10-7 mmol. Iz te vrednosti encima in 
maksimalnih hitrosti encimske reakcije za naše vzorce smo nato izračunali pretvorbena 
števila glukoze oksidaze. Te vrednosti smo primerjali z referenčnimi (Brenda, 2018). 
Preglednica 16: Dobljene vrednosti pretvorbenih števil pri vseh nosilcih v primerjavi z referenčno vrednostjo 
(*Brenda, 2018)  
 
CDI NEtOH CDI MeOH 
ALD 
NEtOH 
EPOXY 
Referenčna 
vrednost* 
kcat [s-1] 964,11 910,17 846,82 578,95 318,2 
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5     RAZPRAVA 
Modificiranje monolitnih nosilcev z različnimi kemijskimi skupinami nam omogoča 
analizo različnih vzorcev, ki vsebujejo iskan analit. Raznovrstnost postopkov imobilizacije 
encimov je ključnega pomena, da lahko analiziramo ali ločimo tudi manj stabilne in 
občutljive vzorce. Kovalentne vezave omogočajo visoko ponovljivost eksperimentov, 
podaljšujejo življenjsko dobo monolitnih nosilcev, hkrati pa ne uničijo encimov, ki 
velikokrat predstavljajo visok finančni strošek v analitskih procesih. 
V raziskovalnem delu smo želeli preveriti, kako različne kemijske skupine (aldehidna, 
karbonildiimidazolna in epoksidna) na monolitnih nosilcih vplivajo na encimsko aktivnost, 
po tem, ko smo na kemijske skupine imobilizirali encim glukozo oksidazo in spremljali 
encimsko pretvorbo znanih količin substrata v produkt. Izhajali smo iz predpostavke, da 
imajo monolitni nosilci enakih dimenzij, ki smo jih uporabljali v raziskovalnem delu, 
enake količine imobiliziranega encima (Černigoj in sod., 2016). S spremljanjem hitrosti 
encimskih reakcij smo torej posredno lahko ovrednotili primernost posameznih kemijskih 
skupin za imobilizacijo glukoze oksidaze.  
Že pri izbiri linearnega območja smo opazili, da ima nosilec EPOXY najnižjo hitrost 
encimske pretvorbe. To je razvidno tudi iz Slike 9, kjer lahko vidimo, da je krivulja nosilca 
z epoksidno kemijsko skupino izmed vseh dosegla najnižjo hitrost pretvorbe substrata v 
produkt. Ostali nosilci so omogočali višjo hitrost pretvorbe in so maksimalno hitrost 
dosegli pri nižjih koncentracijah substrata.  
Hitrost kemijske reakcije (vmax) nam pove, kakšna je najvišja hitrost encimsko katalizirane 
reakcije pri danih pogojih. Če uporabljamo enake monolitne nosilce, encim in enake 
koncentracije glukoze, je edina spremenljivka, ki še lahko vpliva na hitrost kemijske 
reakcije, kemijska skupina, na katero je imobiliziran encim. Glede na razlike v maksimalni 
hitrosti kemijskih reakcij in razlike v vrednostih absorbance v odvisnosti od koncentracije 
substrata, ki smo jih primerjali med monolitnimi nosilci, lahko sklepamo, da vrsta 
kemijske skupine torej vpliva na encimsko aktivnost. Verjeten razlog za to je, da se je na 
nosilce z določeno kemijsko skupino imobiliziralo manj encima, kot smo predpostavili. 
Med različnimi kemijskimi skupinami in glukozo oksidazo nastajajo kemijske vezi, ki se 
po jakosti lahko razlikujejo in vplivajo na stabilnost imobilizacije encima. Šibkejša 
kemijska vez med kemijsko skupino in encimom pomeni, da imamo na nosilcu manj 
imobiliziranega encima, kar zmanjšuje encimsko aktivnost, saj encim pretvori manj 
substrata v produkt, to pa znižuje hitrost kemijske reakcije. Iz podatkov na Sliki 9 je to 
razvidno pri monolitnem nosilcu EPOXY. Ravno obratno pa je bil nosilec CDI NEtOH pri 
pretvorbi najbolj učinkovit. Koncentracija obarvanega produkta je bila pri tem nosilcu 
najvišja, posledično pa so bile takšne tudi vrednosti absorbance. Sklepamo lahko, da je 
imela glukoza oksidaza na tem nosilcu najvišjo encimsko aktivnost, ker jo je bilo 
količinsko na nosilcu največ. Različne kemijske skupine na monolitnih nosilcih lahko na 
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encimsko aktivnost vplivajo tudi tako, da ob imobilizaciji prekrijejo ali onesposobijo 
nekatera aktivna mesta na encimu, kjer poteče encimska pretvorba substrata v produkt. To 
bi pomenilo, da pričakovane encimske aktivnosti kljub zadostni imobilizaciji encima 
nismo dosegli, ker substrat ne more dostopati do mest, ki so namenjena pretvorbi. 
Afinitetna konstanta (Km) nam pove, kakšna je afiniteta encima do substrata. Nižja kot je 
vrednost, večja je afiniteta. Najnižjo vrednost je imel nosilec EPOXY, saj na Sliki 7 lahko 
vidimo, da je prišlo do višje encimske aktivnosti pri nižjih koncentracijah glukoze kot pri 
ostalih vzorcih. Odziv pri nizkih koncentracijah je bolj zaželen v analizni kemiji, kjer 
potrebujemo občutljive biosenzorje za zaznavo nekaterih substratov.  
Pri izračunu pretvorbenega števila (kcat) smo poleg konstantne množine imobiliziranih 
molekul encima na enako velikih nosilcih izhajali iz podatka, da ima encim glukoza 
oksidaza molsko maso 60 kDa. Količnik maksimalnih hitrosti encimskih reakcij pri 
posameznih nosilcih in stalne koncentracije encima nam je dal torej podatek o tem, koliko 
molekul substrata se spremeni v produkt za vsak specifičen nosilec v obdobju ene sekunde. 
Rezultati so bili pričakovani, saj je imel nosilec EPOXY najnižje pretvorbeno število. Ker 
je njegova hitrost pretvorbe nižja, v produkt spremeni manj substrata, kot kateri koli od 
ostalih nosilcev z drugimi kemijskimi skupinami. Ob primerjavi z referenčno vrednostjo 
pretvorbenega števila za glukozo oksidazo (Brenda, 2018) smo ugotovili, da so 
pretvorbena števila pri naših nosilcih veliko višja. Eden od najverjetnejših razlogov za to je 
v tem, da smo količino imobiliziranega encima na nosilcu le ocenili, ne pa tudi izmerili. 
Obstaja velika verjetnost, da se je na nosilce imobiliziralo manj encima, kot smo 
domnevali.  
Na podlagi vseh pridobljenih rezultatov ne moremo sklepati, da je karbonildiimidazolna 
kemijska skupina, s katero je bil nosilec modificiran v nedenaturiranem etanolu, 
najugodnejša za imobilizacijo encima glukoze oksidaze.  Lahko pa sklepamo, da je 
najprimernejša izmed kemijskih skupin, ki smo jih eksperimentalno preizkusili v tej 
magistrski nalogi, če je cilj čim višja encimska pretvorba substrata v produkt. Nosilec 
EPOXY lahko v ta namen opredelimo kot najmanj primernega, saj z njim zaradi nižje 
aktivnosti encima v produkt pretvorimo manj substrata.  
 
  
  28 
Kupec R. Priprava in uporaba monolitnih nosilcev … glukozo oksidazo in hrenovo peroksidazo.                                                                             
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019 
 
6     SKLEPI 
Na podlagi dobljenih rezultatov lahko sklepamo naslednje: 
 Pokazali smo, da encim glukozo oksidazo lahko kovalentno vežemo na monolitne 
nosilce z različnimi kemijskimi skupinami 
 Potrdili smo, da bo kljub vezavi na monolitne nosilce glukoza oksidaza ohranila 
svojo biološko aktivnost 
 Uspeli smo potrditi hipotezo, da bo aktivnost glukoze oksidaze bo odvisna od vrste 
kemijske skupine, uporabljene za imobilizacijo na monolitni nosilec 
 Potrdili smo, da nam je uporaba različnih koncentracij glukozne raztopine 
omogočila določitev encimske kinetike na monolitnih nosilcih 
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7     POVZETEK 
Na področju afinitetne kromatografije se že od sredine devetdesetih let pospešeno razvijajo 
novi postopki in metode za specifičnejše načine ločbe posameznih preučevanih 
komponent. Zaradi čedalje širše uporabe raznovrstnih encimov se razvijajo novi pristopi 
pri analizah najrazličnejših bioloških molekul. Encimi so trajni in stabilni, kar pomeni, da 
omogočajo ponovljivo eksperimentalno delo. A ostajata dva glavna izziva, s katerima se 
bodo takšne raziskave še soočale v bližnji prihodnosti. Prvi je stroškovna učinkovitost, saj 
bo pomembno, da encimi učinkovito ločijo razmeroma majhne količine analitov, katerih 
proizvodnja je draga. Drugi pa je sistemska kategorizacija encimov glede na to, katere 
vrste analitov ločujejo najučinkoviteje. V biokemiji, biotehnologiji, inženirstvu, itd. za 
potrebe specifičnejših ločb v zadnjih letih izdelujejo tudi rekombinantne encime, a oviro 
predstavljajo predvsem časovne omejitve ter visoki stroški. 
Po pregledu literature na temo delovanja encimov v povezavi z afinitetno kromatografijo 
smo pripravili protokol za eksperimentalni del magistrske naloge. Slednjega smo izvedeli v 
treh sklopih: v kemijskem smo predpripravljene monolitne nosilce funkcionalizirali s 
različnimi kemijskimi skupinami in pripravili ustrezne reagente ter raztopine, v 
biokemijskem smo na te nosilce imobilizirali encim glukozo oksidazo, v analitskem pa 
smo delovanje nosilcev z encimi preverjali na HPLC sistemu, kjer smo ovrednotili 
absorbanco barvega produkta, ki nastaja v encimsko katalizirani reakciji med encimom in 
substratom. Encimsko aktivnost smo torej določili indirektno preko barvne reakcije in 
vrednosti absorbance uporabili za izračune encimske kinetike. 
V tej raziskovalni nalogi smo uspeli pokazati, da je še tako znan modelni encim, kot je 
glukoza oksidaza, specifičen pri imobilizaciji na različne kemijske skupine na nosilcu. 
Dokazali smo, da lahko glukozo oksidazo kovalentno vežemo na monolitne nosilce z 
različnimi kemijskimi skupinami: aldehidno, karbonildiimidazolno in epoksidno. 
Encimsko aktivnost smo ovrednotili posredno z merjenjem absorbance obarvanega 
produkta, ki nastaja kot posledica encimske reakcije med encimom in glukozo. Pri vseh 
nosilcih smo uspeli dokazati, da produkt nastaja, kar pomeni, da je ob vezavi na monolitne 
nosilce glukoza oksidaza ohranila svojo biološko aktivnost. Iz vrednosti absorbanc smo za 
vsak nosilec izračunali koncentracijo pretvorjene glukoze iz te pa ovrednotili hitrost 
kemijske reakcije, pretvorbeno število in afinitetno konstanto. Z uporabo različnih 
koncentracij substrata smo lahko lažje določili območje maksimalne hitrosti encimske 
kinetike. Razlike med vrednostmi pri različnih nosilcih so pokazatelj, da je aktivnost 
glukoze oksidaze odvisna od vrste kemijske skupine, uporabljene za imobilizacijo na 
monolitni nosilec. Vsi ostali dejavniki, ki bi sicer lahko vplivali na eksperiment – 
koncentracije glukoze, encim in lastnosti monolitnega nosilca – so bili enaki pri vseh 
nosilcih, s čimer smo izključili možnost, da bi na aktivnost encima lahko vplivalo karkoli, 
kar ni v povezavi s kemijsko skupino na nosilcu.  
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Različne kemijske skupine različno vplivajo na postopek imobilizacije encima na nosilec. 
Morda je kemijska vez pri imobilizaciji prekrila aktivno mesto na encimu, kar bi tudi lahko 
vplivalo na encimsko aktivnost. A čeprav smo predpostavili, da naj bi se na vse nosilce 
imobilizirala enaka količina encima, je najverjetneje, da se je pri nosilcih z nižjimi 
encimskimi aktivnostmi na nosilec vezalo manj encima kot na nosilce z višjimi encimskimi 
aktivnostmi. Manjša količina vezanega encima pomeni nižjo hitrost kemijske reakcije, saj 
se z manj encima v določeni časovni enoti pretvori manj substrata v produkt. Da se je na 
naše nosilce imobiliziralo manj encima, smo ugotovili tudi iz izračunanih pretvorbenih 
števil, saj so naše vrednosti višje od referenčnih.  
Ugotovili smo, da je encim na nosilcu CDI NEtOH izmed vseh v eksperimentalnem delu 
pretvoril največ substrata v produkt, zato lahko sklepamo, da je karbonildiimidazolna 
kemijska skupina z vidika aktivnosti glukoze oksidaze primernejša od aldehidne in 
epoksidne. Zanimivo bi bilo preveriti aktivnosti kakšnih drugih encimov pri enakih pogojih 
in na nosilcih z enakimi kemijskimi skupinami ter rezultate primerjati z dobljenimi.  
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